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 B 細胞は抗原刺激や T 細胞からの刺激因子によって、メモリーB 細胞と形質細胞の 2
種類の記憶細胞に分化する。形質細胞はさらに、二次リンパ組織にとどまり数週間生存する短寿
命の形質細胞と、骨髄の適切なニッチに移動し、長期生存能を獲得、抗体を産生し続けながら数
十年間生存する長寿命の形質細胞に分かれる。骨髄中の形質細胞は C-X-C chemokine receptor 
type 4 (CXCR4) を発現しており、CXCR4 のリガンドである C-X-C motif chemokine ligand 12 
(CXCL12) と vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) を発現している間質細胞の近傍に
定着する。この CXCL12+間質細胞には、形質細胞と同様に CXCR4 を発現する好酸球、好中球、
巨核球、樹状細胞、制御性 T 細胞なども集まり、形質細胞の生存環境を形成している。これらの
細胞は炎症性サイトカイン interleukin-6 (IL-6)、a proliferation-inducing ligand (APRIL)、B-






 そこで、本研究では骨髄間葉系幹細胞 (mesenchymal stem cell, MSC) に着目した。
骨髄中の MSC は、脂肪細胞や骨細胞、筋細胞に分化できる多能性の細胞であり、その一方で、
T 細胞の増殖・サイトカイン産生の抑制、B 細胞の活性化・増殖・形質細胞への分化の阻害など、
免疫抑制機能を有している。さらに、中間径フィラメント Nestin 陽性の MSC は骨髄中で造血
幹細胞のニッチを形成することが報告されている。 したがって、これらの知見を踏まえ、我々




するために、近年樹立された表面マーカー  platelet-derived growth factor receptor alpha 
(PDGFRα) および stem cell antigen-1 (Sca-1) によるフローサイトメトリー法を用いた MSC
単離プロトコールを選択した。マウスの骨髓から PDGFRα+Sca-1+ MSC と CD138+B220–形質
細胞をフローサイトメーターで単離、共培養した。形質細胞の機能維持の検証には、培養上清中
に含まれる形質細胞が産生した抗体  (IgG および IgM) の濃度の enzyme-linked 
immunosorbent assaying (ELISA) 法による測定と、培養後の形質細胞を回収し、その時点に
おいて抗体産生能を有する形質細胞の検出が可能である enzyme-linked immunosorbent spot 
formation (ELISpot) 法を用いた。また、単離した MSC の single-cell RNA-sequencing (scRNA-
seq) を行い、MSC の遺伝子発現プロファイルを解析した。 
 
＜結果・考察＞ 
骨髓から分取した野生型 C57BL/6 (B6) マウスの MSC と形質細胞を 7 日間共培養し
たところ、形質細胞単独培養と比較して、抗体産生量と生存率共に、有意に増加した。さらに、
形質細胞に対する MSC の支持効果の期間を調べるために、14 日間共培養した。その結果、7 日
目で観察された機能的に生存している抗体産生形質細胞の割合が 14 日目でも維持されていた。
同様に、培養上清中の IgG および IgM レベルは 7 日目よりも 14 日目で高く、したがって、7 日
目まで生存していた細胞のほとんどは 14 日目まで、抗体産生能を維持していたことが示された。 
MSC が形質細胞の機能維持に寄与することが示されたことから、次にこれらの細胞
間の相互作用が液性因子によるものか細胞間接触によるものかを検討した。形質細胞の生存の
維持に必要な因子の 1 つであることが報告されている IL-6 は、ELISA 法により MSC の培養上
清中に含まれていることが明らかになった。そこで、Il6 欠損マウスから MSC を単離し、野生
型 B6 マウスの形質細胞と共培養した。その結果、生存率および培養上清中の抗体濃度は著しく
減少したが、依然形質細胞単独培養よりも高い傾向にあった。したがって、MSC による形質細
胞の機能維持メカニズムの中心的な役割は IL-6 が担っているが、IL-6 以外の因子が関与してい
る可能性が示された。また、形質細胞をニッチに引き寄せると言われている CXCL12 も、培養














さらに MSC による形質細胞の機能維持に関与する MSC 関連因子のさらなる情報を
得るために、scRNA-seq により、MSC における転写産物の詳細な解析を行った。得られたデー
タに対して false discovery rate (FDR) 値を算出したところ、collagen や proteoglycan などの
細胞外マトリクス、actin や vimentin などの細胞骨格因子が MSC で豊富に発現していること
が分かった。さらに FDR 値の結果から、MSC における発現が有意に高かった上位 500 遺伝子
に関して gene ontology (GO) 解析を行った結果、MSC には細胞外ドメイン、細胞外マトリク
ス、および免疫システム応答に関与する遺伝子が有意に多く含まれていることが分かった。また、




Ly6a (Sca-1) はいずれも発現していたが、MSC であることの指標となる他のマーカーの遺伝子
は集団によって発現量が異なり、全く発現がみられない集団もあった。また、形質細胞の生存に

























するために提出者は間葉系幹細胞のマーカーである PDGFRα陽性かつ Sca-1 陽性
を利用する，フローサイトメトリーを用いた精度の高い間葉系幹細胞の単離系を利
用した。形質細胞との共培養実験を種々検討することにより，提出者は IL-6 が主要
な生存維持因子であることを同定するとともに，上述の単離方法で精製した間葉系
幹細胞であってもシングルセル RNA-seq 法による解析ではいくつかの亜集団にグ
ループ分けできるヘテロな細胞集団であることを見出した。 
本研究論文は上記のように重要な因子を同定したこと，また骨髄からフローサイ
トメトリーにより特異的マーカーを利用して調製した間葉系幹細胞であってもヘテ
ロ性を有し，形質細胞の維持においても多様な役割を有する可能性を示唆したこと
において新規性に富み，博士論文として適当であると判断する。 
これらのことは，本博士論文提出者が，自立して研究活動を行うに必要な高度の
研究能力と学識を有することを示している。したがって，萱場敦子提出の論文は，
博士（生命科学）の博士論文として合格と認める。 
